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细胞 外 守 冯 的 分 析 方 法 及 临床 应 用 进展 


南方 医科 大 学 南方 医院 检验 医学 科 , 广 东 广州 510515 


要 :细胞 外 宫 泡 (EVs) 是 近年 来 新 兴 的 研究 领域 ,是 细胞 释放 的 微小 赛 泡 , 其 中 含 蛋白 质 .miRNA 等 生物 学 活性 分 子 。 研 究 表 


用 方面 的 研究 现状 和 进展 作 一 简 述 。 
关键 词 :细胞 外 者 泡 ; 分 离 纯 化 ;临床 诊断 ;临床 治疗 ;临床 应 用 


明 ,在 多 种 疾病 中 体液 BEVs 发 生 相 应 改变 ,能 够 灵敏 反映 体内 病理 变化 情况 。 相 较 于 组 织 活 检 , 体 液 EVs 检 测 具 有 无 创 、 取 样 简 
fi 可 实时 监测 等 明显 优势 ,因而 受到 研究 者 以 及 临床 医生 的 密切 关注 ,有 望 成 为 新 一 代 诊断 标志 物 。 本 文 将 对 EVs 在 临床 应 


Progress and analysis methods of clinical application of extracellular vesicles 
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are small vesicles released by cells, which contain proteins and miRNA. It is a new 


research field in recent years. EVs change accordingly in a variety of diseases. These vesicles can sensitively reflect the 
pathological changes of the body. Compared with tissue biopsy, EVs detection have the advantages of non-invasive, simple 
sampling and real-time monitoring. EVs are becoming new diagnostic marker. This article reviews the current status and 


progress of EVs in clinical application. 
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PA NETS (E Vs) Ze CEE PARAS F ,机体 
内 细胞 通过 胞 吞 作用 形成 多 泡 小 体 后 ,通过 细胞 膜 融合 
分 泌 到 细胞 外 环境 中 的 微小 圳 泡 ,根据 吉 泡 直径 大 小 ， 
可 将 EVs 分 为 三 类 : 凋 亡 小 体 (>1000 nm) | $4 3 28 
(100~1000 m) 、 外 泌 体 (30~100 nm)"。EVs 最 初 仅 被 
视 作 细胞 的 “垃圾 袋 ”, 用 于 清除 不 必要 的 大 分 子 , 但 现 
在 其 被 认为 是 细胞 间 信 号 的 运载 体 , 可 用 于 细胞 间 通 
讯 。EVs 表 面 蛋白 信号 分 子 可 以 识别 靶 细 胞 ,并 通过 受 
体 配 体 结 合 或 胞 吞 作 用 摄 入 EVs 从 而 改变 靶 细胞 的 生 
理 病 理 状 态 ”。 大 量 人 研究 表明 异常 细胞 分 泌 的 EVs 也 出 
现 异 常 ;其 内 部 的 多 种 分 子 显著 改变 。 与 传统 的 疾病 诊 
断 标 志 物 相 比 ,EVs 可 在 体液 中 稳定 存在 旦 半衰期 长 ”， 
加 之 脂 质 双 分 子 层 的 保护 作用 ,EVs 可 靶 癌 运送 RNA 
和 蛋白质 等 生物 信息 分 子 至 受 体 细胞 ,并 且 EVs 广 泛 分 
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布 于 体液 中 ,取材 方便 ,创伤 小 ,因此 EVs 有 望 成 为 一 种 
新 型 的 疾病 诊断 标志 物 ”。 


1 EVs 标 本 的 采集 与 保存 

EVs 存 在 于 体内 多 种 体液 中 ; 目前 已 证 明 存 在 EVs 
的 体液 包括 :胸水 血浆" DK? UT" BA Ek JS 
M TY), SRS PRR) ,支气管 肺泡 灌 洗 
BO "SRS AT DR, FP AR 
中 的 EVs 在 疾病 情况 下 显著 异常 ,有 望 作为 诊断 标志 
应 用 于 临床 。 各 种 体液 标本 的 采集 、 保 存 是 EVs 临 床 检 
测 的 第 一 步 ,严重 影响 着 后 续 EVs 的 纯化 和 检测 。 
此 ,标本 采集 ,保存 的 标准 化 对 于 提高 实验 室 结 果 间 的 
可 比 性 及 加 速 EVs 应 用 于 临床 都 具有 重要 意义 。EVs 
对 机 体 状 态 改 变 十 分 敏感 ,年 龄 .性别 .吸烟 \ 疾 病史、 体 
质 指数 .服用 药物 ,空腹 \ 采 集 时间 都 可 能 对 EVs 产 生 影 
响 " 中 。 因 此 在 采集 标本 前 应 明确 以 上 信息 。 目 前 尚 无 
人 研究 证 明 种 族 和 人 种 间 EVs 存 在 差异 。 在 各 种 体液 中 
人 研究 最 多 的 即 为 血液 标本 ,因此 以 下 以 血液 标本 为 例 简 
介 EVs 体 液 标 本 的 采集 ,保存 方法 。EVs 的 血液 标本 主 
要 分 为 血浆 标本 和 血清 标本 。 由 于 在 凝血 过 程 中 血 小 
板 也 会 释放 EVs2 ,因此 尽管 尚 无 研究 详细 比较 血浆 、 
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血清 间 EVs 的 差异 ,大 部 分 研究 者 仍 采 用 血浆 标本 。 国 
际 血 栓 和 止血 学 会 ISTH) 科 学 标准 化 委员 会 (SSC) 推 
TEX ARRIVE EVs EZEHYERASRIBGRER] Ib 
外 ,采血 中 为 减少 血小板 激活 释放 EVs, 应 采用 21G 针 
头 、 轻 柔 颠 倒 混 匀 并 尽量 避免 游 血 。 采 集 后 应 尽快 去 除 
血细胞 及 血小板 ,防止 细胞 破裂 大 量 释放 核酸 及 和 蛋白酶 
类 。 以 往 研 究 认为 miRNA 能 够 在 常温 下 保存 较 长 时 
间 ,但 最 近 的 研究 表明 血清 不 同 miRNA 的 温度 敏感 性 


远 远 不 够 ,未 能 确定 合适 的 体液 EVs 标 本 的 采集 .保存 
方法 。 因 此 ,目前 研究 者 仅 能 依据 自身 研究 的 目的 方 
案 \ 标 本 及 标志 物性 质 并 参考 已 有 的 信息 ,确定 自身 合 
适 的 标本 采集 保存 方案 。 


2 EVs 的 分 离 检测 手段 
目前 较 成 熟 的 EVs 分离 纯化 方法 包括 超速 离心 
(UC) .免疫 沉淀 或 亲 和 纯 化 、 超 滤 法 .尺寸 排 阴 等 ( 表 1)。 


不 同 ,EVs 对 miRNAs 虽 有 保护 作用 但 仍 下 降 到 原 有 量 
的 一 半 左 右 “。 此 现象 尚 需 验 证 ,而 血液 EVs 标 本 的 处 
理 方 法 更 需 深 入 研究 。 各 研究 中 EVs 多 保存 在 -80 "C 
环境 下 。 昌 然 已 有 研究 表明 多 次 冻 融 对 EVs 的 影响 较 
小 4, 但 尚 无 详细 研究 确定 EVs 的 最 适合 的 保存 温度 。 

EVs 仍 属于 一 个 较 新 的 领域 ,人 们 对 EVs 的 认识 还 


表 1 EVs 纯 化 方法 优 缺 点 比较 


实际 情况 下 应 结合 实验 对 EVs 的 纯度 和 浓度 要 求 进行 
选择 。 各 方法 都 只 是 在 某 一 方面 对 颗粒 进行 提纯 , 故 纯 
化 后 的 EVs 纯 度 常 较 低 , 影 响 后 续 试验 。 因 此 发 展 稳 定 
高 效 EVs 的 提取 方法 ”对 EVs 基础 研究 及 临床 应 用 都 

EVs 形 态 学 常用 检测 方法 有 透 里 电 子 显微镜 \ 动 态 


Tab.1 Advantages and disadvantages of current approaches to EV isolation 


Methods 


Advantages 


Disadvantages 


Successive differential centrifugation 
Size-exclusion 
Immunomagnetic sorting, 


Precipitation reagents 


光 散 射 .纳米 颗粒 跟踪 分 析 仪 (Nanosight)\ Western blot, 
流 式 分 析 技 术 等 。 其 中 透 有 射 电子 显微镜 技术 可 直接 观 
察 EVs 形 态 , 但 对 样品 质量 要 求 较 高 .实验 前 处 理 复杂 
日 实 验 中 较 难 辨别 EVs 和 杂质 颗粒 。 动 态 光 散射 和 
Nanosight 可 反映 EVs 的 粒 径 分 布 ,Nanosight 可 直接 检 


High purity 


Easy manipulation and relatively high purity 


High specificity and high purity 


Convenience and high yield 


Highly labour intensive, limited processing 
capacity, low yield and time consuming 


limited processing capacity and low yield 


Low yield and there is no molecule specific 
to exosome 


Susceptible to the contamination of precipitated 
molecules 


质 。 其 中 研究 较 多 的 为 EVs 中 的 蛋白 质 和 核酸 。 已 有 
较 多 研究 采用 质谱 技术 检测 血液 “、 胸 水 忆 、 尿 液 人 以 
及 细胞 培养 上 清 ”EVs 中 的 蛋白 质 表达 谱 。 但 受到 
EVs 纯 化 方法 的 限制 ,EVs 中 差异 表达 的 蛋白 质 分 子 较 
难 应 用 大 规模 标本 进行 验证 。 对 筛选 到 的 EVs 的 差异 


W EVs 的 浓度 ,但 要 求 样本 纯度 高 ,无 法 区 分 粒 径 相同 
的 蛋白 聚集 体 ,溶液 杂质 及 EVs。Western blot 实 验 仅 
能 对 EVs 进 行 定 性 ;无 法 避免 细胞 蛋白 的 污染 ,至 今 仍 
未 找到 EVs 特 有 的 和 蛋白质 标 志 物 。 流 式 技术 能 够 实现 ， 
高 通 量 . 单 颗 粒 \ 同 时 检测 多 个 参数 的 分 析 , 是 目前 最 有 
洪 力 应 用 于 临床 的 外 泌 体 分 析 技 术 。 传 统 的 流 式 细胞 
仪 检测 下 限 为 500 纳 米 , 外 泌 体 多 被 当成 噪音 而 忽略 。 
近年 来 研究 者 不 断 开发 新 技术 来 满足 外 刻 体 分 析 要 求 ; 
如 Apogee 公 司 和 贝克 曼 公司 先后 推出 检测 下 限 约 为 
100 nm HY Apogee A50 和 Cytoflex。 厦 门 大 学 颜 晓 梅 等 
人 也 开发 出 超 敏 流 式 分 析 仪 ,将 检测 灵敏 度 提高 到 20 
纳米 ,大 大 提升 了 流 式 技术 分 析 外 刻 体 的 能 力 。 灵 敏 度 
和 分 辩 率 将 不 会 再 成 为 流 式 技术 分 析 外 泌 体 的 瓶颈 。 目 
前 ,困扰 流 式 技 术 分 析 外 泌 体 的 问题 同样 集中 于 ,样品 的 
前 处 理 流 式 方 法 的 标准 化 .外 泌 体 标志 物 寻 找 。 

EVs 含 有 核酸 蛋白 质 以 及 脂 质 等 多 种 生物 活性 物 


表达 蛋白 ,大 多 人 研究 采用 Western blot 进行 验证 。 但 
Western blot 方 法 较 复杂 多 应 用 于 实验 室 验 证 , 较 难 应 
用 于 临床 检测 。 部 分 研究 采用 ELISA 的 方法 进行 验 
证 。 如 Moon 等 采用 双 抗 体 夹心 法 ,CD63 作 为 包 被 搞 
体 ,差异 蛋白 Fibronectin 作 为 酶 标 抗 体 取得 了 良好 的 效 
果 ”。 还 有 部 分 学 者 采用 质谱 多 反应 监测 技术 对 标本 中 
的 蛋白 进行 绝对 定量 ,验证 差异 表达 的 和 蛋白质 ”在 
EVs 核 酸 的 研究 中 ,研究 者 多 采用 与 血清 核酸 类 似 的 研究 
策略 :采用 测序 或 杂交 芯片 技术 对 EVs 差 异 表达 的 核酸 
进行 筛选 ,再 用 实时 严 光 定量 PCR 或 数字 PCR 进行 验 
证 。 目 前 ,疾病 中 EVs 异 常 表达 的 核酸 分 子 包 括 DNA、 
miRNA 及 LncRNA 等 。 现 在 PCR 检 测 EVs 内 核酸 尚未 
能 确定 稳定 的 内 参 , 且 引 入 外 参 的 方法 存在 问题 如 : 样 
品 性 状 干扰 外 参 定量 。 核 酸 校准 是 目前 EVs 核 酸 研 究 的 
瓶颈 所 在 。 

另外 已 有 研究 利用 电化 学 SIGE TSE 
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物 传感器 检测 生物 样本 中 的 EVs; 生 物 传感器 应 用 于 
EVs 分 离 检测 更 有 望 成 为 一 种 便携 装置 应 用 于 床 劳 检 
测 。 研 究 者 提出 了 应 用 多 种 分 离 和 检测 技术 对 EVs 进 
行 联合 分 析 的 策略 。 如 荷兰 启动 一 项 “Cancer-ID" 项 
目 , 其 利用 多 种 分 离 检 测 技 术 如 流 式 细胞 术 、 表 面 等 离 
子 共振 技术 .电子 显微镜 技术 拉 曼 光谱 技术 原子 力 显 
微 镜 技术 和 RNA 测 序 技术 等 分 析 同 一 个 病人 的 EVs， 
致力 于 更 为 全 面 地 分 析 EVs 并 将 所 得 数据 充分 的 应 用 
于 临床 诊断 和 治疗 。 


3 EVs 的 临床 应 用 

EVs 作 为 "信号 传导 装置 "穿梭 于 细胞 间 调 节 驾 细 
胞 的 生物 学 功能 ,其 至 影响 细胞 的 微 环境 的 形成 ,因此 
研究 体液 内 的 EVs 不 仅 可 反映 机 体 的 生理 状态 ,也 预示 
着 疾病 的 发 生 与 转 归 。EVs 不 仅 可 以 辅助 非 肿 冶 性 疾 
病 诊断 ,如 EVs 中 的 Fenituin-A 可 以 作为 急性 肾 损 伤 的 
潜在 标志 物 ; 也 可 以 作为 肿瘤 检测 标志 物 。 如 Tanaka 
等 ?5 发 现 食管 癌 患 者 血清 exosomes 中 miRNA-21 表 达 
水 乎 与 肿瘤 分 期 ,淋巴 结 累及 情况 和 肿瘤 转移 相关 ， 
此 ,筛选 EVs 内 特异 性 的 疾病 标志 物 具 有 重要 意义 。 目 
前 ,人 们 已 经 尝试 将 EVs 中 的 核酸 及 蛋白 用 于 疾病 的 诊 
汤 。 研 究 者 通过 和 蛋白 质 组 学 找到 了 一 些 具有 诊断 价值 
的 蛋白 分 子 。Sonia A 等 ”通过 超 高 液 相 质谱 联 用 发 现 
一 种 细胞 膜 锚 定 蛋白 GPCI1 在 胰腺 癌 肿 瘤 细胞 分 泌 的 


表 2 肿瘤 病人 体液 EV 作为 肿瘤 诊断 标志 物 


Tab.2 Body fluid EVs as diagnostic markersfor tumors 


圳 泡 中 特异 性 的 高 表达 。 其 诊断 胰腺 癌 灵 敏 度 和 特异 
度 均 为 100% ,明显 优越 于 传统 的 CA199 检 测 ,并 且 血 
WSR GPCI 升 高 早 于 影像 学 改变 。 当 前 对 EVs 中 的 
核酸 研究 主要 集中 于 RNA 方 面 ,特别 是 miRNA。 
Vaksman 等 史 发 现 卵 梨 癌 患者 exosomes 中 miRNA-21 
水 平 增高 则 患者 生存 率 降 低 , 提 示 miRNA-21 可 用 于 衡 
量 患 者 病情 预后 和 疾病 转 归 。 在 尿 液 EVs 中 的 miR- 
34a" 和 LncRNA-p21 在 前 列 腺 良性 增生 和 前 列 腺 瘤 患 
者 中 有 差异 表达 ,可 用 于 良 恶 性 前 列 腺 疾病 的 鉴别 ， 
LncRNA-p21 与 PSA 联 合 检 测 可 以 显著 提高 前 列 腺 癌 
的 诊断 特异 性 中 。 表 2 列 出 了 部 分 将 EVs 作 为 肿瘤 标 
志 物 的 研究 ,由 于 篇 幅 限 制 ,更 多 关于 EVs 在 肿瘤 中 的 
人 研究 进展 可 参阅 本 团队 综述 *。 


4 EVs 研 究 展望 

EVs 作 为 “液体 活检 ”的 重要 组 成 部 分 在 疾病 的 精 
确诊 断 和 治疗 方面 具有 巨大 的 应 用 前 景 。 在 疾病 诊断 
方面 , 随 着 技术 的 完善 ,EVs 成 分 及 功能 的 研究 越发 成 
ZA, EVs 的 研究 呈 指 数 增长 。 但 目前 EVs 的 临床 应 用 研 
究 较 少 ,EVs 在 辅助 疾病 诊断 和 预后 监测 的 潜力 仍 有 符 
挖掘。 使 EVs 从 实验 室 中 的 差异 表达 物质 变 为 临床 上 
的 成 熟 诊断 标志 物 ,是 EVs 的 最 重要 人 研究 方向 之 一 。 当 
前 已 有 多 家 公司 致力 于 将 EVs 应 用 于 临床 疾病 诊断 ,如 


Codiak BioSciences, Exovita Biosciences 和 Exosome 


Tumor type Molecues Body fluid Markers Application Reference 
Prostate cancer Protein Urine p-catenin Screening [44] 
Prostate cancer miRNA Plasma, serum, urine 4 miRNAs Diagnosis, prognosis [45] 
Prostate cancer Vesicles Plasma Microvesicle number Diagnosis, prognosis [46] 
Ovarian cancer Protein Serum exosomal antigen Diagnosis [47] 
Ovarian cancer miRNA Serum 12 miRNAs Screening [48] 
Lung cancer Protein Pleural effusion 3 proteins Diagnosis [49] 
pa eia cen miRNA Plasma 5 miRNAs Monitor [50] 
pod E miRNA Plasma 10 miRNAs Screening [51] 
GBM miRNA Serum 3 miRNAs Diagnosis [52] 
Breast Cancer miRNA Serum 3 miRNAs Diagnosis [53] 
Pancreatic cancer mRNA Saliva 7 mRNAs Diagnosis [54] 
Colon cancer Protein Ascites Claudin-3 Diagnosis [55] 
Melanoma Protein Plasma Caveolin-1 Diagnosis, prognosis [56] 
Gastric cancer Vesicle Plasma EVs concentration Diagnosis [57] 
Bladder Cancer Protein Serum EPS812, mucin-4 Diagnosis [58] 
Cervical cancer miRNA Cervical lavage fluid miR-21, miR-146a Diagnosis [59] 
Acute lymphoma miRNA Plasma miR-92 Diagnosis [60] 
Liver cancer Vesicles Serum Microvesicle number Diagnosis [61] 
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Diagnostics“. 20164F 1H 21 H ,Exosome Diagnostics 
推出 了 世界 上 第 一 个 分 析 血 液 外 沁 体 RNA 的 液体 活检 
试剂 盒 ExoDx" Lung。 样 本 量 超过 30 000 例 患者 的 实 
验 表明 其 灵敏 度 和 特异 度 达 到 88% 和 100%。 它 可 通过 
血浆 中 外 泌 体 RNA, 灵 敏 准确、 实时 监测 非 小 细胞 肺 
癌 患 者 的 EML4-ALK 融合 ,实现 非 小 细胞 肺癌 患者 的 
个 体 化 治疗 。 在 疾病 治疗 方面 ,利用 EVs 稳 定 存在 于 体 
液 中 ,可 以 靶 向 识别 细胞 或 组 织 .克服 生物 屏障 等 特性 ， 
研究 人 员 正 在 开发 EVs 改 造 技术 ,使 其 saree 

的 运载 工具 ,用 于 靶 向 运输 药物 或 生物 治疗 分 子 ”。 

前 ,EVs 的 研究 方兴未艾 ,有 大 量 关键 的 问 ERN. 

如 EVs 的 提取 ,分 类 以 及 EVs 在 疾病 中 的 作用 。 随 着 越 
来 越 多 的 学 者 重视 EVs 在 胞 间 信 息 传递 中 的 作用 ,EVs 
研究 进程 大 幅 提速 。 近 期 不 断 有 重要 成 果 出 现 ,相信 不 
久 的 将 来 会 有 更 多 的 EVs 诊 断 治疗 产品 进入 临床 。 
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